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For the determination of total cholesterol, including bound cholesterol, the bound cholesterol is released by means of 
choiesteSJsterS is brought in contact with a choiesterol-hydrogenase obtained from streptomyces fay- 

drogenans, depending on NAD or NADP, and then the reduced co-substrate is measured. 

(57) Zusammeniiassmig 

In einem Verfaliren zur Bestmimung von Gesamtcholesterin einschlieBlich des gebundenen ^''^^^^^^J^'^ 
^ A rS^^»r»!,>; mif rhniesterinesier^e freigesetzt und das freie Cholesterin nut einer NAD- oder NADP-abhangigcii, 
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Verfaiiren zur Bestiromung von Gesamtcholesteri 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Best iimnung von . 
Gesamtcholesnerin einschliefllich des gebundenen Choleste- 
rins durch Freisetzung des gebundenen Cholesterins mit 
Cholesterinesterase und Umsetzung des freien Cholesterins 
rait einer NAD- Oder NADP-abhangigen Cholesterindehydro- 
genase und Messung des reduzierten Cosubstrats. 

Bei der iiblichen cho 1 ester in best immung nach der Liebermann- 
Burchard-Reaktion bildet Cholesterin mit Essigsaureanhy- 
drid und konzentrierter Schwef elsaure blau-grun gefarbta 
Verbindungen, deren Farbintensitat gemessen wird. Wegen 
stark korrodierenden und viskosen ' Reagenzien eignet sich 
diese Reaktion nicht fiir die Automatisierung . Sie ist uber- 
dies nicht vollig spezifisch, sondern spricht auch auf 
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andere Steroide, z. B. 3 % Dihydrocholesterol und Q^5 • 1,4 % 
A7-CholestenoL an, die ebenfalls in KSrperf lussigkeiten vor- 
liegen konnen* 



Ziir Bestrimmung von Gesamtchol ester in wird im allgemeinen das 



5 gebundene Cholesterin mit Choles1:erinesl:erase f reigesetizt: 
und das freie Cholesterin mit einem fiir Cholesterin spezi- 
fischen Enzym umgesetzt:. Als Cholesterin umsetzendes Enzym 



wird Cholesterinoxidase genannt, welche in Anwesenheit von 
Luftsauerstoff Cholesterin tinter Bildung von HjO^ in Chole- 
10 stenon uberfiihrt (DE-AS 22 24 132; DE-OS 22 65 121 ; DEHDS 
22 65 122) . 

Der besondere Vorteil dieses Verfahrens ist darin zu se>ien, 
dafl eine vollenzymatische Bestiirmung des Cholesterins in 

15 biologischem Mater iaJL ermoglicht wird, wo Choiesterin ge- 
wQhnlich sowohl in freier als auch in gebundener Foirm als 
Ester vorliegt, Durch diese vollenzymatische Bestiininung 

wird- -die fr-Qher -ubliche-,- mindes tens- zweis^^ Me thode r 

bei der die Verseifung des Esters in einer gesonderten 

20 Stufe durchgefuhrt werden muB , wesentlich vereinfacht. 

Die Reaktionsprodukte aus der Oxidation des Cholesterins 
lassen sich nach verschiedenen Methoden bestiminen, Ein 



bekanntes Verfahren zur Bestinunung von H^O^ basiert auf der 
25 oxidativen Kupplung mit p-Amino-phenazon und Phenol, in 
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Gegenwart von Peroxidase.. Bex dieser Reaktion wird ein 
Chromogen gebildet mxt einem Absorptlonsmaximum bei 500 nm, 
welches sich leicht mit einem Photometer quantitativ be- 
stimmen l^Bt. Diese Methode kann zur Cholesterinbestimmung 
mit Cholesterinoxidase herangezogen werden. Dabei wird 
5 cholesterin mit einfachen Mitteln bestimmt. In vielen 
Fallen werden jedoch starke Abweichungen f estgestellt , 
die auf eine Trubungsbildung zuruckzuftihren sind. Ferner 
sind an dieser Reaktion mindestens zwei Enzyme beteiligt, 
woraus Fehlermoglichkeiten resultieren kSnnen. 

10 

Bei analytischen and klinischen Bestimmungen wird sehr hauf ig 
von Methoden Gebrauch gemacht, die in gekoppelten Reaktionen 
schlieaiich znr Reduktion von NAD Oder NADP unter Bildung 
von NADH bzw. NADPH f uhren , da sich letztere Umsetzung be-_ 
15 senders einfach in ublichen und weit verbreitetsn Photometern 
verfolgen laBt. 

Die bekannten vollenzym^isohen chclesterinbesti^mungen lassan 
sich jedoch nnr auf recht kompLiziarte und un>standliche weisa 

20 mit dan nachgeschaltatan anzymatischen Reaktionen koppeln, 
daa schliaBlich NADH bzw. NAOPH gemessan warden kann. Es ist 
bekannt, daB diese Schwierigkeit durch ein Verfahran beseitigt 
warden kann, bei dem das gabundane Cholesterin mit einer 
Cholesterinesterase fraigesetzt und gleichzaitig Oder an- 

25 schliaeend daa freigesetzta cholesterin .it einer «AD- bzw. 
NADP-abhSngigen Dehydrogenase aus einem anaeroben Mikroorga- 
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nismus Oder aus WarmblUterleber bestinmt wird (DE-OS 26 49 249) 
Der wesentliche Nachteil dieser Metrhode liegt jedoch darin, 
daH zur Gewinnxing der Cholesterindehydrogenase schwierige 
Kulturbedingungen eingehalten warden mxissen^ 

Es ist bekannt, daB aus Nocardia erythropoiis ein Enzym- 
praparat mit Cholesterindehydrogenase-Ak-tivitat gewonnen 
werden kann (DE-OS 23 05 232) . Nocardia erythropolis ist 
ein aerober MiJcroorganismus , besitzt jedoch keine NAD- 
bzw. NADP-Abhangigkeit, Aus diesem Grxande ist der Nachweis 
der gebildeten Reaktionsprodukte schwierig und storanfallig. 

Der vorliegenden Erfindiang liegt nun die Aufgabe zugrunde^ 
ein Verfahren anzugeben, mit dem die Nachteile bekannter 
Verfahren vermieden werden konnen* 

Es hat sich gezeigt, daB sich diese Aufgabe in technisch 
fortschrittlicher Weise losen laBt, wenn die Cholesterin- 

dehydrogenase au^s S treptomyces Jiydrogenans JATCC 19 63J) 

gewonnen wird, Zur Freisetzung des gebxindenen Cholesterins 
kann auch eine Cholesterinesterase aus dem gleichen Mikro- 
organismus verwendet werden • 

Da Streptomyces hydrogenans als ein aerober Mikroorganismus 
eine Kultivierung in offenen Fermenten zulaBt, werden die Be- 
dingungen bei der Gewinnung der Choiesterindehydrogenase 
wesentlich erleichtert. Dariiber hinaus ist die aus Strepto- 
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rayces hydrogenans erhaltene ChoLesterindehydrogenase 
NAD- bzw. NADP-abhangig, so daB die Nachteile bekannter 
Methoden bei der Durchf iihrung des Nachweises vermieden 
werden kSnnen - 

Ixn folgenden wird die Herstellung der Cholesterindehydro- 
genase anhand eines lediglich einen Ausf uhnangsweg dar- 
stellenden Beispiels naher erlSutert- 

Fur die Kultivierung des Mikroorganismus wird Streptomyces 
hydrogenans (ATCC 19631) auf Haf erf lockenagar in Schragagar- 
r 6hr Chen gehal ten. Zusainmensetzung des Nahrbodens nach Heinz 
und Ring: 3 g Haf erf locken , 2 g Agar, 250 mg NaCl, 90 ml. 
Wasser und 10 ml Erdextrakt. Das Gemisch wird 30 min im 
siedenden Wasserbad erhitzt, uber Gaze abgegossen, auf 
pH 1,2 eingestellt und 5 min bei 177 °C im Autoklaven steri- 
lisiert. In Abstanden von ca." 6 Wochen wird uberix-npft unci • 
jeweils nach 10 Tagen bei 30 °C im Brutschrank kann die aus- 
gewachsene Stammkultur bei Zimmertemeratur aufbewahrt werden. 

Fur die Versuche werden Bakterien in Schiittelkulturen von 
150 ml bzw. 30 ml NShrmedium in 1 1 bzw. 250 ml Srlenmeyer- 
kolben kultiviert. Das Medium wird wie folgt hergestellt: 
10 g Glucose, 1 g Hef eextrakt , 2,5 g NaCl, 4 g Fleischextrakc, 
4 g Caseinpepton und 1 1 Wasser werden erhitzt bis sich alle 
Bestandteile gelost haben . Nach Filtration wird auf ?H 7 , 5 
eingestellt und bei 20 min 117 °C im Autoklaven erhitzt. 
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Vom Schragagaxr wird mit: einer PLatinSse angeimpft und bei 
30 lonter Schutteln mit: ca. 100. Upm und 7 cm Amplitude 
eine tJbernachtkultur geztichtet. Diese Kultuor kann entweder 
sofort. verwendet warden, Oder man impft mit je 20 ml tJber- 
nachtkultur eine neue 1 50-ml-Kultur an^ die man nach 5 bis 
6 Stun den Wachstum em ten kann. Die Zellen in der quasi- 
5 logarithmischen Phase werden in einer Porzellanf il ternusche 
abgesaugt und mit k alt en Trispuffer (10 nM Tris, 1 , 5 mM 
MgCl2/ 10 mM KCl, 1 mM Natriumazid, pH 7,4) gewaschen. In 
Fallen r in denen die Zellen schon stark sporulieren . und die 
Filterporen verstopfen, werden sie dreimal in einer Christ- 
10 IIK--Zentrifuge bei 1500 x g jeweils 10 min zentrifugiert und 
gewaschen. Die Zellen werden dann in einem geeigneten Puffer 
resuspendiert und homogenisiert* 

Zum Aufbrechen der Zellwande haben sich vor allem zwei Hethoden 
15 bewahrt: Ultraschallauf schlufi und AufschluB mit der X-Press. 
Bei der Ultraschallmethode werden die Zellen in 3 ml Tris- 
Pulver resuspendiert xmd im Branson-Sonif ier S 75 bis 90 sec 
bei Stufe 8 und 4,5 A homogenisiert* Wenn ein Detergens ver- 
wendet werden soll^ setzt man es kurz vor Ende der Ultra- 
20 schallbehandlung zu. Wahrend der Beschallung wird die Probe 
mit Eis gekiihlt, Zur Aufarbeitung der gesammelten Zellen in 
der X-Press werden diese in wenig entsprechendem Puffer je 
nach Extraktionsmethode und gegebenenf alls unter Zusatz von 
Detergenzien suspendiert und die tief gekuhlte , mindestens 
25 -25 kalte X-Press eingefiillt und noch eine halbe Stunde 

bei -30 gekiihlt. Die gefrorenen Zellen werden dann mitteis 
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einer hydraulischen Presse in vier Durchlauf en bei 1000 - 
2000 N/miti homogenisiert^ 

Die ^>omogenisierten Zellen werden 20 min 0 - 4 °C in einer 
Sorvall Superspeed SR-2 mit 35.000 x g zentrifugiert. Im 
5 Niederschlag befinden sich sodann Zeilwandtrummer und Mem- 
branteile. Aus dem Uber stand konnen nun durch 3-stundige 
Zentrifugation bei 105. OCO x g und O - 4 °C in einer Spinco 
L50 die Ribosomen sedinientiert. werden. 

10 Die Gewinnung kann durch f raktionierte Ainmonsulf atf allung 
in an sich bekannter Weise erfolgen. Eine weitere Moglich- • 
keit, das Enzym zu hoherer spezifischer Aktivitat aufzu- 
reinigen, bestaht in der lonenaustauscher-ChromatograpHie. 
Das gewonnene Enzym kann in Losung mit dem freien Cholesterin 

15 • und NAD bzw. NADP als Cosubstrat in an sich bekannter Weise 
umgesetzt und NADH bzw. NADPH als Endprodukt photometrisch 
bestimmt werden. 
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P alien -fcansprilche 



15 1* Verfahren zuir Bestimmung von Gesam-tcholesterin ein- 
schlieBlich des gebiindenen Cholesterins durch Frex- 
setzung des gebundenen Choiesterins mit Cholesrerin— 
esterase und Umsetzung des freien Choles-fcerins init. 
einer NAD— Oder NADP-abhangigen Cholesterindehydro— 

20 genase und Messung des reduzieriien Cosubstrates r 

dadurch gekennzeichnet: , daB die Cholesterindehydroge- 
nase aus Strepiromyces hydrogenans gewonnen wird* 



25 
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2. Verfahren nach Anspruch, dadurch gekennzeichnet ^ daB 
die zur Preisetzung- des gebundenen ChoLesterin ver- 
• wendete Cholesterinesterase aus Strep-tomyces hydrogenans 
gewonnen wird. 
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